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几 种 新 的 蝎 毒 神经 毒素 的 纯化 及 它 
们 某 些 性 质 和 结构 的 初步 研究 
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摘 要 

Sephadex G~50 和 Sp-Sephadex CQC-25 两 次 往 层 析 ，、， 队 山东 马 氏 错 晶 ¿Buthus mertensi Karsch) #1 
SES} BOSE S PANS are (mK 1-W 和 一 种 甲壳 动物 神经 毒 〈CT) 。 纯 度 鉴 定 玫 明 它们 
在 聚 丙烯 联 肢 其 胶 电 访 竹 等 电 聚 焦 电 泳 时 均 旦 现 一 条 主 带 。 踪 Bm 玫 四 外 ， 其 等 电 点 在 7.9 一 9.! 之 间 ， 但 
BmK 了 呈 酸 性 。 其 等 电 点 为 5,3。SDS-PAGF 测 得 它们 的 分 子 量 为 6000 一 8000。 斑 乳 动物 神经 毒 的 氨基 丽 
组 成 中 由 sp 的 依 量 较 铬 ， 而 不 售 Met，CT 的 气 基 酸 组 成 中 Gy 的 含量 高 于 各 sp， 且 食 Met， 恰 缺乏 Ile 积 Va]。 

Bmk E M BmkẸ fN 上 端 部 分 序列 比较 ， 发 现 N 商 序 列 具 查 较 强 的 保守 性 。15 个 残 基 中 相同 的 残 基点 
60%, 各 组 份 的 CD 谱 亚 示 它 们 的 主 链 构象 很 相似 ， 主 要 二 级 站 购 是 有 折 达 。 不 念 或 会 较 少 a 一 螺 放 。 


关键 词 ， 蝎 毒 ， 神 经 毒素 ， 纯 化 ， 下 端 序列 ， 园 二 色 详 。 


据 报 道 ， 蝎 毒 毒液 是 一 种 复杂 的 混合 物 , 它们 包括 几 组 小 分 子 量 蛋白 质 神经 毒素 , 分 
别 对 哺乳 动物 c Lourival D. 1984; Martin M, F. 1984; Zlotkin E.; 1978). Æ 
(Rosso J, P. 1985; Lazarovici P. 1982) 和 甲壳 动物 《Ziotkin E. 1972; 1975; 
Lourival D. 1984) 等 有 不 同 的 毒性 。 世 界 上 蝎子 分 布 很 广 ， 种 类 也 很 多 。 我 们 实验 室 
曾 报 道 过 ， 从 我 国 山 东 产 的 东亚 马 氏 钳 蝎 中 分 离 纯 化 了 三 种 哺乳 动物 神经 毒 ( 王 锦 兰 
等 ，1985) 和 昆虫 毒素 。 在 此 基础 上 本 文 将 报道 我 们 进一步 纯化 得 到 的 五 个 新 的 哺乳 动 
物 神经 毒 和 一 个 甲壳 动物 神经 毒 ， 并 对 部 分 毒性 组 份 进行 了 某 些 性 质 和 结构 的 初步 研 
Fo 


材料 和 方法 


1. 蝎 毒 ， 山 东 省 益 都 药 烤 收购 站 购 得 活 山 东 马 氏 钳 蝎 (Buthus martensi karsch)， 
剖 下 最 后 一 节 尾 节 ， 保 存在 液 氮 中 供 实 验 用 。 
2. 试 剂 ， 除 Sephadex G-50 和 Sp-Sephadex C-25 为 Pharmacia 产品 外 ， 其 它 均 为 国 


* 全 国 自 然 科学 基金 项 有 中 
本 文 14988 年 5 AA ARKH, MALHA eH, 


186 a 物 学 研究 Oe 


产 分 析 纯 试剂 ，Ampholine pH 3 一 10 为 上 海 生 化 所 东风 试剂 厂 产 品 。DABITC Sigma 


产品 。 
3. 纯 化 流程 ， 见 图 1。 
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Fig 1. Purification of Scorpion venom from Buthus marttensii Karch 


4 .纯度 鉴定 : 

站 到 再 烯 酌 胺 蜂胶 电泳 ， 用 酸性 不 连续 系统 (Maure H. R. 1971), Wk 分子 
量 较 小 的 毒素 蛋白 不 被 TCA 固定 或 固定 后 再 溶解 ， 我 们 改进 了 染色 和 脱色 液 配方 ， 用 
含 甲 醋 的 乙醇 溶液 进行 固定 和 赔 色 ， 效 果 较 好 。 其 体 方法 是 ， 

染色 液 [ 90m ZE, 210ml K., 50ml35% PRE, 0.4 考 马 斯 亮 兰 RR —250, 
染 1 小 时 。 

WERI: 125m 乙醇 ，375ml AK, 5m35% P, 0.6¢ 考 马 斯 亮 兰 R 一 250， 
He 1.— 3 小时。 

Wife WR: 125ml Z, BB, 375ml 蒜 饮水 ， 5m135% FARE, MER., 

多 等 电 聚 焦 电 泳 和 等 电 点 的 测定 ， 按 李 志 鹏 等 的 方法 (1984) 。 

多 SDS-PAGE 测 定 分 子 量 ， 按 Pharmacia 的 方法 ， 采 用 不 连续 系统 。15% 分 离 胶 ， 
3 ARAR. H BEERE. 

SRE, MEEL 20 MARA DREE ES. BR DASHA 
FR. HAA ete. FASE eee, (Procambarus clarkii). WERKE Y 
之 阿 注 射 ， i 作为 对 甲壳 动物 毒性 的 指 
标 (Zlotkin E. 1972), SHWA “+t”, 4” Fem, 

6. 氮 基 柄 组 成 的 测定 。， 用 含 0.2 % 色 胺 的 4N 甲 磺 酸 溶解 样品 ， 抽 真空 竺 管 后 ，110 攻 
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水 解 24 小 时 ， 在 Beckman 121 一 MB 型 氮 基 酸 分 析 仪 上 进行 分 析 。 

7.N 端 部 分 序列 的 测定 ， 用 手工 DABITC7APITC 双 偶 合法 及 470 型 序列 仪 (Applied 
Biosystem Inc》 进 行 N 末端 部 分 氮 基 酸 序 列 测定 。 

8. 园 二 色谱 的 测定 ， 样 品 均 溶 解 在 重 燕 水 中 ， 浓 度 为 0.6mgy/ml。 在 室温 用 Jasco 
J-500C 园 二 色 仪 进行 近 紫 外 《320 一 240nm > Bie RSP ( 240—190nm) 园 二 色谱 的 测 
定 。 园 二 色 数 据 用 平均 残 基 克 分 子 椭 园 值 C6 ] 表示 。 平 均 残 基 分 子 量 取 113， 石 英 比 色 
3H E78 240. 1—1. OK, 


结果 和 讨论 


我 们 在 原来 分 离 纯化 ! 王 锦 兰 1985) 的 基础 上 将 3p-sephadex C—25 柱 层 析 的 条 件 进 
行 了 改进 ， 使 分 离 效 果 得 到 了 明显 改善 ， 由 原来 鉴定 的 3 个 毒性 组 份 进一步 得 到 9 个 毒 
性 组 份 。 经 毒性 试验 测定 ，BmK I-BmK 硬 为 哺乳 动物 神经 毒 ，CT 为 甲壳 动物 神经 毒 ， 
结果 见 图 2 。 
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2 。 Sephadex G-50 3 蜂 在 Sp-Sephadex C-25 柱 上 的 层 析 行为 
Fig2. Ion exchange chromatography of fraction 3 from Sephadex G-50 on 
Sp-Sephadex C25 column (1.0% 70 CM). 
eluent, pH 6.0 o.1M phosphate buffer with salt gradient (0-0.3-1.0M 
NaC), flow rate 5 ml/tG min, 


2B Ah ERK, OO ERI RR REG CP 3〉。 表 明 它 们 的 纯度 在 
AAE. ERERMHSHRRBKAS RDA. MENSA EKOSE A, BmK 
I. I. I. 可 及 人 CT， 分 别 为 8.7， 8.8; 9.1, 7.9, 8.8. BmK 不 同 于 其 他 已 发 现 的 
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As. RESHLADHRARRER RE tik 
Fig.3. Polyacrylamide Gel Electrophoresis of The 
' . Toxins Purified from Sp-Sephadex C25 
Chromatography. 
mammal neurotoxin BmK W 
mammal neurotoxin BmK V 
mammal neurotoxin BmK I 
mammal neurotoxin BmK E 
crustacean toxin (CT) 
mammal neurotoxin BmK W 
mammal neurotoxin BomK W 
mammal neurotoxin BmK Y 


各 毒性 组 份 ， 其 分 子 呈 酸性 ，PI 为 5.3， 这 一 结果 与 它们 在 3p-Sephadex C-25 上 层 析 行 
为 相 一 致 。 


站 


aN @ om & oo fh He 
í 





d. RERE Hp T R k a k A F a aE 
Fig. 4. Isoelctricfocusing of Neurotoxin BmK I, E, E, F. W and CT 
on Polyacryamide Gel and Determination of PI 

1. BmK j PIl=8.7 
2. BmK E PI=6.6 
3. BmK J PI=9.1 
4. BmK F Pl=6.3 
| E 5. BmK ¥f Pl=7.6 

or N a | R. CT. + Psa. 
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各 主要 毒素 组 份 的 5DS-PAGE 结 果 在 图 5 给 出 。 由 此 计算 出 它们 的 分 子 量 BmK 1,1, 
X, W, M, CT, 4J% 6600, 6000, 7500, 7800, 8000, 7800; 表明 它们 是 一 能 低 
分 子 量 蛋 白质 。 








o o.2 0.4 Dg 


AS. 毒素 BmK I., I. I, WACTHSDSHRKASD FRR 
Fig. 5. Molecular weight determination of BmK J J & and CT by 
SDS PAGE using the following calibration proteins 


1. Myoglobin {intact} 17200 
2. Myoglobin I + J 14630 
3. Myoglobin | 235 
4. Myoglobin J 6380 
5. Myoglobin J 2650 
x BmK W 7800 
A BmK I B600 
D BmK I 6000 
OG BmK J 7500 
A BmK 下 gogo 
Oo CT 7800 


BU JS BAL AA Fe BG DM BA HE See ash By, RR NE A ea HD EK eT AL Bh AF SE HD 
毒性 ， 结 果 列 于 表 1 。 从 表 中 可 以 看 出 不 同 的 哺乳 动物 神经 毒素 的 毒性 大 小 差别 是 很 大 
的 ， 毒 性 最 强 的 是 BmK 下 ， 毒 性 最 弱 的 是 酸性 组 份 Bm 下 玉 。 间 时 也 可 以 看 出 某 些 哺乳 
动物 毒素 如 BmK 1, BmK 他，BmK WH ，BmKK TW， 在 高 剂量 注射 后 ， 对 甲壳 动物 仍 
可 产生 麻 兽 反应， 但 纯化 后 的 甲壳 动物 毒素 CT 在 20ng/g 剂量 注射 时 对 哺乳 动物 不 表现 
任何 不 良 反 应 。 

比较 了 主要 的 碱 性 哺乳 动物 毒素 BOK I LILLE 肥 酸 性 哺乳 动物 毒 案 BmK 入， 以 及 
里 沉 动物 毒素 CT 的 氮 基 酸 组 成 ， 结 果 列 于 表 2 中 。 就 总 体 论 ， 东 亚 钳 归 的 各 类 毒素 的 
氨基 酸 组 成 有 许多 相似 之 处 ， 分 子 中 大 多 含有 和 较 多 的 半 鹃 氮 酸 ， 组 成 4 一 5 对 琉 破 健 ， 
AspvGly 食 基 较 多 ; LBS Met, His 的 会 量 也 较 少 ， 但 是 它们 之 间 也 存在 一 些 不 
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同 。 如 酸性 毒素 BmKK 的 分 子 中 所 含有 的 酸性 氨基 酸 较 多 而 甲壳 动物 毒素 CT 分子 中 有 
一 个 Met， 而 元 Yal 和 Ile，BmK W 和 CT 分 子 中 都 含有 5 对 硫 硫 键 。 

















E ME ie th Ee 
Table 1. Lethality of purified scorpion toxins 
Components BooK I BooK I BmK E BmK F BmK YV BmK M BoK W BokK W CT 
Lethal doses mouse 2.0 3.9 0.5 5.8 3.1 -98 2.0 4,4 - 

procamba 

g/g) -rus cla 十 一 一 + 一 十 十 一 .95 
-rkii 

E 各 


—* no reaction was observed when 20 ug/g had be injected 


=+" paralysis reaction observed when 15-20 ug/g had be injected 

















2 WR BmMKI, I, I, FACTHRERAR 
Table 2. Amino acid compositions of toxins BmK I. I, HN. FẸ and CT. 
Residues/mole 
Amino Acid = 

BmK [ Bak f BmK J Bm F CT 

Asp 5 5 8 10 6 
The 2 2 2 2 4 
Ser 5 3 1 3 4 
Clu 6 5 5 3 4 
Pro i 2 3 4 4 
Cly 9 7 6 6 10 
Ala 4 4 5 5 5 

1 /oCys 8 8 B 10 10 
Val 1 2 5 2 0 
Met 0 0 0 0 1 
Ile 3 3 3 4 0 
Leu 2 3 2 1 2 
Tyr L 1 5 6 2 
Phe 2 1 0 2 4 
Lys 2 2 4 1 4 
His L | L a 2 
Trp D 0 3 1 2 
Arg 2 2 4 4 4 





表 3 中 我 们 比较 了 酸性 哺乳 动物 毒素 BmK N HE SERHREMA DME BmK 
丰 《 刘 建 宁 等 ，1988》 的 N 末 端 部 分 氨基 酸 序列 。 结 果 表 明 ， 它 们 有 很 大 相似 性 ， 都 由 
一 条 肽 链 构 成 。 从 N 末端 15 个 残 基 看 ，BmK 下 与 BK 分 子 中 相 局 的 残 基 就 占 60%, 
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Table 3. The comparison of the N-terminal amino acid sequences of toxins BmK F 
ond BmK W. The residues which are invariant in the toxins are enclosed in boxes. 
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型 6. 哺乳 动物 神经 毒素 Bmk I, F, E, HATIR KB 
Fig. 6. Circular dichroic specturum of Bmk I, I, J, W, and CT 
mean residue elliplicilies (mw based on mean residue of 113. Templerature 15 


证 明 分 子玉 端 是 保守 性 区 域 ， 这 与 文献 报道 相 一 臻 《Lourival D, 1984), HERBmk I , 
1. 1, VRCT 的 近 紫 外 、 远 紫外 园 二 色谱 的 调 定 可 进一步 需 出 毒素 分 子 在 二 级 结构 
上 的 异同 。 从 图 中 可 以 看 出 各 毒素 的 远 紫 外 CD 谱 很 相位， 它们 在 209nm 左右 有 一 个 负 
Ri, RA CNWHERRRSRAU, BUR 折 友 和 无 规 卷 曲 为 主 ，a 螺旋 含量 很 少 或 几 
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平 没有 。 这 与 国外 学 者 从 北美 和 非洲 蝎 毒 毒素 分 子 的 溢 液 构象 的 研究 结果 相 一 致 (Chic- 
l: partiche, 1970; Possani D. 1981; Watters J. 1982; 1978). 担 各 组 份 的 近 兹 外 CD 
光谱 有 较 大 差异 。 尤 其 是 哺乳 动物 神经 毒素 与 甲壳 动物 神经 毒素 CT 之 间 的 差异 较 明显 
《图 6 ) 。 这 表明 它们 的 侧 链 芳香 性 残 基 的 构象 和 环境 差异 较 大 。 

由 于 分 离 条 件 的 改进 ， 本 文 从 东亚 马 氏 钳 蝎 鉴定 到 几 个 纯化 的 新 的 毒性 组 份 。 在 这 
些 新 的 毒素 中 ， 我 们 对 酸性 哺乳 动物 毒素 Bmk VN AA wBRCT 尤 感 兴趣 。 以 往 的 
报道 都 认为 蝎 毒 素 是 一 类 氨基 酸 数 目 为 50 一 78， 由 一 条 肽 链 构 成 的 碱 性 蛋 和 白质 Louri- 
vel D. 1984; Zlotkin 卫 。1978) ， 我 们 首次 观察 到 东亚 马 氏 钳 蝎 中 存在 一 种 等 电 点 为 
5.3 的 酸性 哺乳 动物 毒素 Bmk 8， 它 的 理化 性 质 及 生物 学 活性 都 与 其 它 哺乳 动物 毒素 有 
较 大 差异 。 涂 了 等 电 点 外 ， 它 的 溶解 度 较 小 ， 在 中 性 pHI 很 容易 结晶 ， 氨基 酸 组 成 中 ， 
酸性 氨基 酸 含量 较 多 。 牛 物 活 性 测定 它 对 小 鼠 的 毒性 也 弱 于 其 他 哺乳 动物 神经 毒素 。 正 
因为 这 个 原因 ， 促 使 我 们 对 其 结构 与 功能 作 进 一 步 的 研究 。BmkW 全 序列 的 测定 工作 正 
在 进行 中 。 

CT 是 我 们 从 东亚 马 氏 钳 蝎 中 继 纯化 出 的 哺乳 动物 毒 ( 王 锦 兰 等 ，1985 ) , AR 
之 后 又 纯化 出 的 另 一 类 毒素 ， 与 Zlotkin 报 道 的 从 Androtonus Australia 蝎 毒 中 纯化 的 甲 
沉 动 物 毒 来 相 比 较 ， 在 毒素 分 子 的 氨基 酸 组 成 ; 等 电 点 等 各 方面 都 大 体 相 似 。ZIotkin 进 
— SRM, All -ARR SR PA HRA D OER. BERL PK 
在 毒素 分 弛 的 结构 十 ， 甲 沉 动 物 毒素 与 昆虫 毒素 的 差异 较 之 甲壳 动物 毒素 与 哺乳 动物 毒 
素 的 差异 更 大 。 这 是 一 个 很 有 趣 的 问题 ， 因 为 从 种 族 发 生 分 类 学 上 看 ， 昆 虫 和 甲壳 动物 
同属 节肢 动物 网 ， 技 理 说 ， 它 们 之 间 应 该 较为 接近 ， 而 与 哺乳 动物 毒素 差别 较 大 。 

鉴于 以 上 结果 ， 可 以 说 ， 在 我 国 山东 产 的 东亚 马 氏 钳 蝎 毒 中 含有 一 类 分 子 量 相近 ， 
理化 性 质 及 一 级 结构 ， 二 级 结构 都 相似 ， 而 生物 学 毒性 不 同 的 神经 毒素 。 正 由 于 它们 结 
构 上 的 相似 性 决定 了 它们 都 是 神经 毒素 ; 而 又 由 于 它们 结构 上 的 差异 而 决定 了 它们 毒性 
的 特 蜡 性 及 毒性 漠 呢 的 相同 。 正 因为 这 样 ， 蝎 毒素 是 研究 蛋白 质 结构 与 功能 的 一 种 很 好 
的 材料 ， 也 是 研究 神经 生理 学 和 神经 化 学 的 一 种 新 的 ， 很 好 的 工具 。 
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PRIMARY STUDIES OF PURIFICATION AND PARTIAL 
CHARACTERIZATION OF SEVERAL NEW 
NEUROTOXINS FROM EAST-ASIA SCORPION 


Hu Rengiu .Wang Miao Liu jiannin Lei Kejian 


(Institute of Biophysics, Academia Sinica) 


The venom from the East-Asia scorpion (Buthus marttenstt Karsch} was 
isolated and purificd by Sephadex G-50 and sp-Sephadex G-25 chromatography 
one after another, Different mammal neurotoxins BmK I-W and crustacea 
neurotoxin were obtained, The results of electrophoresis and isoslectric focusing 
en polyacrylamide gel showed that they are homogeneous on the whole, Except 
the BmK W, their isoelectric points are range from 7.9 to9.1. The pl of BmK 
W is pH 5.3. The molecular weights determined by SDS PAGE are range between 
6000 and 8000. The amino acid compositions showed that Bmk I—YVIII. have a 
higher content of Asp and 1/2 Cys and lack Met but CT has a higher content 
of Gly and lacks Ile and Val, | 

The comparison of N-terminal partial scqucnces of 15 amino acid residuces 
between BmK W and BmK EE showed the homology more than 60%. The far 
UV CD Spectrum of several neurotoxins indicate that a mixture of f-pleatad 


sheet and aperiodic structure is the ‘main feature of the secondary siructure of 
them. 


Key words, Scorpion Venom; Neurotoxion; Purification; 


N-terminal Sequences; Circular Dichroism Spectrum, 


